慢性関節リウマチ（RA）におけるEBウイルス抗体価と疾患活動性についての検討 by 上野 竜一
一　231　一
拍医大誌　55（2）：231～241，1997
慢性関節リウマチ（RA）におけるEBウイルス抗体価と
疾患活動性についての検討
上　　野　　竜　　一
東京医科大学整形外科学教室
【要旨】慢性関節リウマチ（RA）患者62例および健常対照者53例から採取した血清についてEpstein－
Barr（EB）ウイルス関連抗体価（抗VCA抗体価抗EA抗体価抗EBNA抗体価）を測定し，相互にどの
様な抗体価像を呈し，臨床においてどのような意義を持つかについて検討した．
　抗VCA抗体価は，　RA患者群で平均1543倍，対照群で平均605倍であり，RA患者群で高値であった．抗
EA抗体の陽性率はRA患者群で71％，健常対照群で20％とRA患者群で高く，EBVの活性化が高率に起き
ていた．
　抗EBNA抗体価はRA患者群で平均39倍，健常対照群で平均118倍であり，RA患者群で低く，EBVに
対する免疫応答の異常が考えられた．
　抗VCA抗体価と抗EBNA抗体価の関係をみると，RA患者群では抗体価像が健常対照群と類似する群と
特異な抗体価像をとる群の2群があった．抗体価像が特異な群ではIgM・RFとの相関があり，B細胞クロー
ン活性が強く起きていることが考えられ，疾患活動性も高い傾向にあった．
　RAの活動性を評価するうえで，これら異なった群が存在することを考慮する必要があり，EBV関連抗体
価の測定でさらに，客観的に分類できる可能性がある．
はじめに
　Epstein－Barrウイルス（EBV）はヒト常在性のウ
イルスであり幼児期にその約70％がEBVに初感染
するが多くは不顕性である．その後成人に達するま
でにはほぼ100％のヒトに感染し，終生症状をあら
わすことなく潜在性に持続感染している．しかしこ
のウイルスは初感染では伝染性単核症1）を引き起こ
すことがあり，バーキットリンパ腫2）（以下BL），上
咽頭癌3），免疫不全を基盤とする日和見リンパ腫4）の
原因とも考えられている．また胃癌5）との関連も示
唆されるように病原性を有している．これらEBV
関連疾患の多くは潜在性のEBVとヒトとの免疫応
答の平衡関係が破綻した際に，EBVが再活性化する
ことによりおこると考えられている．すなわちEBV
関連疾患の背景には，EBVの活性化があり，随伴し
てEBV関連抗体の上昇がみられる．
　慢性関節リウマチ（RA）は，慢性の全身性炎症性
疾患であり，進行性の関節破壊，変形，最終的には
種々の程度の機能障害をもたらす疾患である．RA
における免疫機能の異常の一つとして自己に対する
免疫機能の平衡の破綻があるとされるが，B細胞機
能の異常の面からはEBVがリウマチ性疾患の発症
に関与する可能性が指摘されている．
　一般に臨床的にEBVとの関連性が疑われる疾患
では，まずEBV特異血清抗体価すなわち抗ウイル
スカプシド抗原（viral　capsid　antigen；VCA）6）抗体
（以下VCA抗体），抗早期抗原（early　antigen；
EA）7）抗体（以下EA抗体），抗EBV核内抗原（EBV
nuclear　antigen；EBNA）8）抗体（以下EBNA抗体）
が測定されこれによりEBVの感染状況を判断す
る．RA患者についてもEBV関連抗体価を測定し
た報告があるがRA患者におけるEBV関連抗体価
が健常者に比べ高いとする報告9・10・11）と，健常者と
変わりがないとする報告12・13・14）があり一定の見解は
得られていない．さらにはEBVに感染していない
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RA患者の存在13）も報告されており，　RAの原因の
一つとしてのEBV感染については否定的な見解も
多い．しかし，従来これらのEBV関連抗体価はおも
に慢性関節リウマチ核抗原（RANA）15）との関連に
おいて報告され，またEBV関連抗体価を比較する
際にVCA抗体など1種類の抗体価についてのみ検
討している報告が多くEBV関連抗体価が相互にど
のような抗体価像をとるか，さらに臨床における抗
体価測定の意義についてはあまり検討されていな
い．そこで今回EBV関連抗体価を測定しそれぞれ
の抗体価が相互にどのような抗体価像を呈し，臨床
においてどのような意義を持つかについて検討し
た．また最近測定が可能となったIgG，　IgM，　IgAな
ど各タイプのリウマトイド因子（以下RF）と臨床症
状との関連性についても合わせて検討した．
対象および方法
　1．対象
　東京医科大学病院整形外科および関連病院を受診
した患者のうち，1987年改訂アメリカリウマチ学会
提唱の慢性関節リウマチ診断基準16）をみたすRA
患者62例（男性12例，女性50例），年齢は47～87
歳（平均65．4歳）である．対照健常者は53例（男
性12例，女性42例）で，年齢は32～82歳（平均52．4
歳）であった．RA患者のSteinbrockerによるstage
分類では，stage　I　17例，　stage　II　16例，　stage　III
14例，stage　IV　15例であった．さらにRF，および，
リウマチ活動性の指標として，赤血球沈降速度（以
下赤沈値），CRP，　Lansbury指数，　Steinbrockerの
stageとの関連について検討した．
　2．方　法
　1）使用細胞
　EBNA陽性細胞としてBL由来EBV非産生培
養株Raji細胞17）を用いた．37℃，5％CO、一Air，3日
間培養の生存率90％以上の細胞を使用した．VCA
陽性細胞として，BL由来EBV産生系培養株P3HR
－1細胞18）を用い，33℃培養のものを使用した．EA
陽性細胞として，P3HR－1　EBV株を重感染させた
Raji細胞を用いた．P3HR－1　EBV株をRaji細胞に
吸着，洗浄後，Ara－C（20μg／ml）存在下で18時間
培養した後，VCAの発現のないことを確認して使
用した．培養はいずれの細胞も10％牛胎児血清
（GIBCO社製）加RPMI1640倍地（GIBCO社製），
ペニシリンGカリウム100U／ml，硫酸ストレプト
マイシン100μg／m1で行った．
　2）EBV関連抗体価の測定
　EBV関連抗体価測定は被験：血清を56℃で30分
間非働化した後，リン酸緩衝食塩水（PBS）を用い
て2倍階段希釈法によりを行った．
　それぞれの抗原陽性細胞をスライドグラス上に8
スポットずつ塗抹し，室温にて1～2時間乾燥後，
EBNA陽性細胞は4℃，アセトンーメタノール（1：
1）混血中で5分間，VCAおよびEA抗原陽性細胞
は室温にてアセトン中で10分間それぞれ固定し，使
用時まで一70℃に保存した．
　①EBNA抗体価の測定
　EBNA抗体価は蛍光抗体補体法を用いて測定し
た．Raji細胞固定スライドの各抗原スポットに2倍
階段希釈した血清を順次載せ，モイストチャンバー
内で37℃，30分反応させた後，PBSにて血清をよく
洗い流し，室温で風乾した．次に抗EBV抗体陰性新
鮮ヒト血清のCa2＋・Mg2＋含有PBS10倍希釈液を
37℃，15分反応させた後，PBSで洗浄，風乾し，次
いでFITC標識抗ヒトC3cウサギ抗体（DAKO社
製）を37℃，30分反応させた後，PBSで洗浄し，風
乾させた．封入液（50％グリセリン／PBS溶液）を載
せ，カバーグラスを掛けて蛍光顕微鏡下で観察し
た 陽性蛍光反応が極端に低下する直前の血清希釈
倍数をもって抗体価とした．
②VCAおよびEA抗体価の測定
　VCAおよびEA抗体価は共に間接蛍光抗体法を
用いて測定した．VCA抗体価測定はP3HR－1細胞
固定スライドを，EA抗体価測定はEA抗原発現重
感染Raji細胞固定スライドをそれぞれ使用して，各
抗原スポットに2倍階段希釈した血清を順次載せ，
モイストチャンバー内で37℃，40分反応させた後，
PBSで洗浄，風乾した．次にFITC標識抗ヒトIgG
ウサギ抗体（DAKO社製）を37℃，40分反応させた
後，PBSで洗浄し，風乾後，蛍光顕微鏡下で測定し
た．
　3）RFの測定
　RF　indexはエーザイ社製エイテストを用いて
ELISA て測定した．即ち，21倍希釈した検体ま
たはコントロール液（正常および陽性）100μ1をヒ
トIg－FcまたはBSAを固相化したカップに加え，
37℃で1時間反応，洗浄，酵素標識抗体液100μ1を
加え同様に1時間反応させ，再び洗浄後，酵素基質
液を加えて発色させ吸光度を測定，Fcカップ中の
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検体の吸光度とBSAカップ中の吸光度の差を分子
とし，正常コントロールのFcカップからBSAカッ
プ吸光度を引いたものを分母としてIg－RF　indexを
計算した．
結 果
　1．RA患者および対照健常者におけるEBV抗
　　体価の分布
　RA患者，および，対照健常者のVCA抗体，
EBNA抗体は全例が陽性であった．
　2．VCA抗体価の比較（第1図）
　VCA抗体価の分布は，　RA患者群（以下RA群）
では20倍～10240倍（平均1543倍），健常対照群（以
下C群）では40倍～2560倍（平均605倍）であった．
RA群はC群に比し，平均VCA抗体価は有意に高
値を示した（P＝0．0004）．
　3．EA抗体陽性者の抗体価の比較および抗体陽
　　性率
　EA抗体陽性者における抗体価の分布は，　RA群
では10倍～640倍（平均70倍），C群では20倍
～160倍（平均45倍）であり，平均EA抗体価は，
RA群が高い傾向にあったが有意ではなかった（p＝
0．20），抗体の陽性率は，RA群では71％，　C群では
20％でありRA群で高かった．
　4．EBNA抗体価の比較（第2図）
　EBNA抗体価の分布は，　RA群では5～320倍（平
均39倍），C群では10～640倍（平均118倍）であり，
平均EBNA抗体価はRA群でむしろ低い傾向にあ
った（P＝0．0001）．
　5．EBV関連抗体価とRF，リウマチ活動性との
　　関連
　1）RFとの関連（第3図）
　RA群についてRFをRAテストによりスクリー
ニングし，陽性例45例，陰性例17例を得た．VCA
抗体価とRAテストの間に明らかな関連は認めら
れないが，EBNA抗体価とRAテストの関連では，
RAテストの陽性度が強くなるにしたがいEBNA
抗体価は低下する傾向にあった．
　2）リウマチ活動性との関連
　赤沈値，CRP，　Lansbury指数とEBV関連抗体価
について検討したが，VCA抗体価，　EA抗体価，
EBNA抗体価との間に明らかな関連はみられなか
った．またSteinbrockerのstageとVCA抗体価，
EA抗体価，　EBNA抗体価との間に明らかな関連は
みられず，EBVに対する抗体像はRAのstageには
左右されなかった．
　6．各EBV関連抗体価間の関連
　1）VCA抗体価とEBNA体価の関係（第4図）
　C群ではVCA抗体価が上昇するとともに，
EBNA抗体価も上昇している．他方，　RA群はさら
に2つの群に分けることができる．すなわち，C群と
同様にVCA抗体価が高値になるにともない
EBNA抗体価が上昇する群（1群）と，　VCA抗体価
が高いにもかかわらず，EBNA抗体価は，逆に低下
する群α1群）の2群である．
　2）VCA抗体価／EBNA抗体価比の算出とその分
　　布（第5図）
　これら2つの群を分けるために，VCA抗体価／
EBNA抗体価比（VCA／EBNA値）を算出した．　RA
群全体ではVCA／EBNA値は2～1024（平均99），　C
群では0．5～64（平均9）であった．RA群は，　C群に
比してVCA／EBNA値は高値を示した．（P＝
O．OOOI）
　VCA／EBNA値を用いることにより，1群では
VCA抗体価が上昇するに連れEBNA抗体価も高
く，従ってVCA／EBNA値は低値となり，C群に類
似している．他方，II群ではVCA抗体価が著しく高
値を示すにもかかわらずEBNA抗体価が低いた
め，VCA／EBNA値は高値をとる．このことを利用
して2つの群を分けて比較した．なお，VCA／EBNA
値は，対照のVCA／EBNA値の分布を考慮して，1
群を16以下，II群を32以上とした．
　3）RA群でVCA／EBNA値とRFとの関連
　1群，II群とも，　VCA／EBNA値とIgG－RF，　IgA－
RFとの間には明らかな相関はなかったがVCA／
EBNA値とIgM－RFとの関係をみると，　II群のな
かでもVCA／EBNA値が128以上と健常対照群で
はみられない著明に高い例でIgM－RFとの相関を
認めた．（r＝0．501p＜0．05）（第6図）
　4）RA群でのVCA／EBNA値と活動性との関連
　活動性に関しては，赤沈値，CRP，　Lansbury指数，
Steinbrockerのstageについて検討した．
　①赤沈値（第7図）
　1群とII群で赤沈値を比較した．2壁間に有意差
はないが，赤沈値が60mm／hr以上の著明に充進し
ている例は全てがII群に含まれていた．
　②CRP（第8図）
　CRPの著明に高い例がII群に含まれているもの
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図1　抗VCA抗体価分布
　　平均抗体価は，RA患者群1543倍，
　　健常対照群605倍であり，RA患者
　　群において高値を示した．
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鱒 図2　抗EBNA抗体価の分布　　平均抗体価は，RA患者群39倍，健
　　常対照群118倍であり，RA患者群
　　において低値を示した．
RA患者群（n＝62） 健常対照群（n＝69）
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図3抗EBNA抗体価とRAテスト
　RAテスト陽性度が強くなるにともない抗EBNA抗体価は低下する傾向があった．
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図4　VCA抗体価とEBNA抗体価
　　RA患者群は2っの群に分けることができる．すなわち健常対照と類似する群とVCA抗体価
　　が高値にもかかわらず，EBNA抗体価が低い群の2群である．破線により後述のVCA／EBNA
　　値により16以下と32以上に分けられる．
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図5VCA／EBNA値の分布
　　平均値はRA患者群99，健常対照群
　　9であり，RA患者群において，
　　VCA／EBNA値は高値を示した．
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図6　VCA／EBNA値とIgM－RF
　　VCA／EBNA値が128以上と，著明に高い例でIgM－RFとの相関を認める．
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図7VCA／EBNA値と赤血球沈降速度
　　赤沈値著明に充回している例は全てが，VCA／
　　EBNA値の高い群に含まれていた．
の，明らかな相関はなかった．
　③Lansbury指数（第9図）
　Lansbury指数との比較では，赤沈値と同様に活
動性の高いものはII群に含まれていた．
　④Steinbrockerのstage
　VCA／EBNA値と，stageには，明らかな相関はな
かった．
考 察
　RAにおける免疫機能の異常のなかで，自己抗体
の出現を含むクローン性B細胞活性化が特徴の一
つである．これに対してEBVの感染の特徴として，
EBVがヒトに普遍的に存在していることから外的
要因として特殊なものではないが，EBV関連疾患が
一部の人にしか起きないことから，一部のヒトでは
EBVに対する反応性が異なっていると考えられる．
　また，B細胞にはEBVに対するreceptorがあ
り，EBVが特異的に感染し活性化をおこすこと19），
さらに活性化されたB細胞は抗体を産生するよう
VCA／EBNA値＜16　VCA／EBNA＞値32
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島8VCA／EBNA値とCRP
　　CRPの著明に高い例が，　VCA／EBNA値の高
　　い群に含まれているものの，明らかな関係はな
　　い．
になり，自己抗体を産生する可能性があること20），ま
たEBVに感染したB細胞はRFをin　vitroで産生
すること21），などのようにRA患者でみられるよう
な特徴を備えているためEBVがRAの発症に関与
する可能性が指摘されている．
　1．抗体測定の意義
　臨床的にEBVとの関連性が疑われる疾患では，
まずEBV特異血清抗体を測定するが，その診断学
的意義は当該疾患が①EBV初感染に起因するもの
か否か，②潜在EBV感染の異常な再活性化に起因
するものか否か，③EBV抗体の推移が疾患活動性
や治療効果，予後と相関するか否かを検討すること
にある．VCA抗体はウイルスの構成たんぱく質に
対する抗体であり，EBV感染後から生涯持続して陽
性である．EA抗体はEBV初感染において出現し，
その後消失するが，ときに再活性化において陽性に
なる．EBNA抗体はVCA抗体に遅れて出現し，同
じく生涯陽性であり，その抗体価は，上咽頭癌やBし
のようなEBV関連疾患で著明に上昇し逆に免疫不
（7）
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VCA／EBNA値〈16　VCA／EBNA値＞32
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図9VCA／EBNA値とLansbury指数
　　Lansbury指数の高い症例は，　VCA／EBNA値
　　の高い群に含まれていた．
全の際には低下すること22）・23）・24）が知られている．こ
れらの抗体像によりEBV感染の状態を知ることが
できる．
　2．RA患者におけるEBV抗体価の分布につい
　　て
　今回測定したRA患者はその抗体価によりすべ
てが既感染であった．また，VCA抗体価が高くEA
抗体の陽性率も高いことから，EBVの再活性化が強
くおきていると思われる．さらに，EBNA抗体価は
低値であることから，EBVに対する免疫能が低下し
ていることが示唆される．この点についてRAでは
EBV特異的サプレッサーT細胞の機能不全，ある
いは細胞障害性T細胞，またはその前駆細胞の欠陥
によるEBV感染B細胞の制御機構に異常が見られ
ること25）が指摘されている．つまりT細胞の機能不
全によりEBV感染B細胞を認識，破壊できないこ
とにより，核内抗原であるEBNAは末梢血液中に
放出されず，抗体産生がおこらないため抗体価が低
下するものと考えられている．またRA患者におい
て，血液中のEBV感染B細胞の数が多いこと26）が
報告されており，これらのB細胞を排除する機構に
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異常があることを支持する所見である．
　3．VCA抗体価とEBNA抗体価との関係につ
　　いて
　VCA抗体価とEBNA抗体価の関係をC群と
RA群について比較するとC群ではVCA抗体価
が高値をとるに連れEBNA抗体価も高値をとり，
RA群ではC群と同様にVCA抗体価が高値をと
るに連れEBNA抗体価も高値をとる群とVCA抗
体価が著しく高値を示すのに，EBNA抗体価が低値
をとる群とに分けられた．これらの2つの群に性，
年齢，病期などによる偏りのないことから，RA患者
には免疫環境が健常者に近い患者群と，EBV感染B
細胞の制御あるいは，排除する機構に異常のある群
の2つの群があり，それぞれEBVに対する反応が
異なるものと考えられた．
　4．VCA／EBNA値による検討
　2つの患者群について，VCA抗体価とEBNA抗
体価の関係を表すためにVCA／EBNA値を算出し
て検討した．
　臨床症状とVCA／EBNA値とを比較すると赤沈
値，CRPなどとの関連で見たとき，有意な差はない
もののVCA／EBNA値が高値をとる症例で活動性
の高いものが多いことからVCA／EBNA値はある
程度活動性を反映することが示唆される．
　5．RFとEBV抗体価の関連について
　EBV抗体価とRFとを比較したところ，　VCA抗
体価，EA抗体価とでは明らかな関係はなかった．し
かし，EBNA抗体価との関係を見ると，　RAテスト
が強陽性になるに連れ，EBNA抗体価が低下する傾
向が見られた．さらにVCA／EBNA値によって検討
すると，VCA／EBNA値が高い値をとる群では
IgM・RFとの相関を認めることよりIgM－RFを産
生するB細胞クローンの活性化が起きていること
が示唆され，さらにEBNA抗体価の低い群で強く
起きていることが示唆された．
　EBVはそのreceptorを持つB細胞に特異的に
感染しRAではEBV　genomeを保持しているB細
胞が多いことが報告されており26），これらの細胞内
で感染細胞の不死化，形質転換と相まってB細胞の
多クローン活性化と増殖をもたらし，その結果多種，
多量の自己抗体の産生をきたしこれらがRAの
triggerとなる可能性は十分に考えられる．しかし今
回の結果でEBVに対する反応によりRA群が2っ
の群に分けられ，それぞれの抗体価像がRAの
（8）
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stageや罹病期間などによって変化しないことから
EBV感染がRAの直接的な原因となる可能性につ
いては否定的である．むしろEBVが人に広く感染
しているウイルスであり，非感染者がほとんどいな
いことからその抗体価像によりRA患者個々にお
ける抗体産生の状況を把握し，免疫応答の異なった
患者群を分けるパラメーターとできる可能性があ
る．
結 論
　健常対照者とRA患者について，　EBV関連抗体
価を測定し，その抗体価像とリウマチ活動性，RFと
の関連について検討した．
　1．RA群では，　VCA抗体価は高値で，　EA抗体
価の陽性率が高く，EBVの活性化が高率に起きてい
る．
　2．RA群ではC群に比べEBNA抗体価は低
く，EBVに対する免疫応答の異常が考えられる．
　3．RA群のなかに抗体価像がC群と変わらない
群とVCA抗体価とEBNA抗体価の関係が特異な
群の2群がみられVCA抗体価とEBNA抗体価の
関係が特異な群ではIgM・RFとの正の相関があり，
赤沈値，CRPが高値で，活動性が高い傾向にあった．
これらの群ではB細胞活性が強く起きていること
が考えられた．
　4。RAの活動性を判断するうえで，これら異な
った群の存在を考慮する必要があり，EBV関連抗体
価を測定することでさらに客観的に分類できる可能
性がある．
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Titers　of　antibodies　to　Epstein－Barr　virus　in　Rheumatoid　Arthritis
Ryuichi　UENO
Department　of　Orthopedic　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　　　（Director：Prof　Yukio　MIURA）
　　Titers　of　Epsteinny・Barr　（EB）　virus－related　antibodies，　mainly　anti－VCA，　anti－EA　and　anti－EBNA，　were
determined　in　sera　from　62　patients　with　rheumatoid　arthritis　（RA）　and　53　healthy　subjects　to　investigate
how　these　antibody　titers　influence　each　other，　their　structure　and　their　clinical　significance．　Also
investigated　was　the　relation　between　various　types　of　rheumatoid　factors　（RF），including　lgG，　lgM　and
IgA，　and　clinical　marker　and　signs．
　　The　mean　VCA　antibody　titer　was　1543　in　RA　patients　against　605　in　the　control　group．　The　ratio　of
RA　patients　who　showed　a　positive　reaction　to　EA　antibody　was　71910　as　opposed　to　20910　in　the　control
group，　suggesting　a　high　rate　of　activation　of　EBV．
　　The　mean　EBNA　antibody　titer　was　39　in　RA　patients　and　118　in　the　control　group，　indicating　an
abnormal　immune　response　to　EBV　in　RA　patients．
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　　After　comparing　both　groups　in　terms　of　the　relationship　between　VCA　antibody　titer　and　EBNA
antibody　titer，　the　RA　group　was　divided　into　two　subgroups，　i．　e．　those　demonstrating　an　antibody　titer
distribution　ratio　similar　to　that　observed　in　the　control　group　and　the　other　demonstrating　a　specific
antibody　titer　distribution　ratio．　In　the　latter　subgroup　there　was　correlation　with　lgM－RF，　suggesting
intense　B　cell　clonal　activity．　ln　this　group，　the　erythrocyte　sedimentation　and　CRP　were　aJso　higher，
demonstrating　the　presence　of　active　rheumatoid　arthritis．　lt　is　necessary　to　take　these　different　subgroups
into　consideration　in　the　diagnosis　of　RA．　The　patients　may　be　objectively　classified　into　these　subgroups
by　determining　the　titers　of　EBV　related　antibodies．
〈Key　words＞　Epstein－Barr　virus，　Rheumatoid　arthritis，　EBV　related　antibody　titer，Rheumatoid　factor．
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